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EFFECTS OF p,p'-DDT ON THE PARENCHIMA OF L1VER IN TREATED
NMRI MICE: 11. ULTRASTRUCTURAL CHANGES
A BSTRACT.-Ult rast ruct ural changes of th e li ver cells of NMRI mice
t reated with different doses of p,p '-DDT added to t he daily diet are show n.
In the cytop lasm these changes are: lncrement of lipid vacuo les and pro-
Ii ferati on of smooth endop lasmic ret icu lum. The changes in t he nuc leus are:
large intranuc lear cytoplasm ic invagi nati ons, dila tion of the per inuc lear ciste rn ,
increase in the num ber of nucleoli and in the chromati n associated wi th
t hem and with t he nucl ear membrane.
PALABRAS CLAVE: Ult raest ructural. Parénquima hepático. Ratón NMRI.
p,p'·DDT.
En la actualidad el DDT sigue siendo moti vo de estudio por sus carac-
terísticas de: a) ubicuidad ; b) persistenc ia en el medio ; e) capacidad de acu-
mularse en organi smo s vivos, y d ) la evidencia expe rimental de que produ-
ce incremento en la incidencia de tumores en animales de laboratorio, según
exponen TOMATI S y colab s. (19 75); asimi smo, hac en un estudio de la carcinoge-
nicidad del D D T , llegando a la conclusión de qu e no exis ten dato s para indi ca r
tal efecto en el hombre. Sus caracterí st icas han influido en qu e se haya utilizado
el DDT en experi enc ias de muy diversa índole , no siendo, por el con tra rio , muy
... 1,1,l -tric!oro-2,2-di (4-c!orofenil) eta no.
** T rab ajo pertenec iente a la tesis docto ral, realizado con una beca del III Plan de
Desarr ollo (direc tor: Prof. E. L ABORD A) .
*** Present ada s comunicacione s: 11 Bienal de la Real Sociedad Española de Historia
Natural (Tenerife, 1975) y VlI Reunión de la S.E.M.E. (Córdoba, 1976).
540 EDUARDO DE LA PEÑA DE TORRES
numerosos los estudios ultraestructurales en hígado de diferentes animales de
experimentación.
Sobre ratas sometidas a dosis que van de 100 a 2.500 p.p.m. de p,p'-DDT,
ORTEGA (1966) realizó una experiencia donde estudió, con microscopía de luz
y electrónica el hígado, y más tarde lo verificó sobre ratas tratadas con DDT
a las que se les hizo una hepatoctomía, viendo las modificaciones producidas
[ORTEGA (1969)].
Con ratas tratadas con dieldrín y DDT o ambos, es el trabajo realizado por
KIMBROUGH y colabs. (1971). Del efecto sobre embrión de pollo tratado con
DDT fueron los trabajos de SVENDSEN (1973) y DAVID (1973). Cambios estruc-
turales en el hígado de dos especies de peces sometidos a 1 p.p.b. y 0,3 p.p.b, es
el trabajo de WEIS (1974).
En este trabajo se estudian los cambios ultraestructurales de los animales
que anteriormente hemos estudiado mediante la microscopía de luz [DE LA
PEÑA y colabs. (1977)], dado que las alteraciones ultraestructurales son la base
para estimar el daño celular [WALTON y colabs. (1975)]. Alteraciones ultraes-
tructurales observadas en animales que no presentan alteraciones espontáneas,
según indicamos en nuestro trabajo anterior y que fue recomendado en el infor-
me 545 de la serie de Informes Técnicos de la O.M.S. (1974) sobre residuos de
plaguicidas.
La persistencia de residuos de DDT en el hombre fue el tema de estudio del
trabajo de WASSERMANN y colabs. (1975 a y 1975 b), en donde se hace un mapa
mundial de los niveles de residuos. Por otro lado, es de destacar que los niveles
de residuos en pacientes con cáncer son superiores a los controles, según los traba-
jos de HOFFMANN y colabs. (1967), CASSARETT y colabs. (1968) y RADOMSKI
y colabs. (1968), así como los niveles de residuos de organoclorados en enfermos
con cirrosis son también superiores a los normales, según OLOFFS y colabs. (1974),
y ponen de actualidad tales estudios y nos hacen meditar sobre la posible acción
co-cancerígena del DDT, puesta de manifiesto en ratones sometidos a dicho pro-
ducto y al metilcolantreno, por UCHIYAMA y colabs. (1974).
MATERIAL Y MÉTODOS
Se han utilizado 267 ratones NMR1 de uno y otro sexo, distribuidos en cuatro
grupos, un control y tres sometidos a las dosis de 50, 100 y 200 p.p.m. del isó-
mero p,p'-DDT, agregado a la comida diaria disuelto en aceite de oliva, durante
un período de diez meses.
Del hígado de los ratones estudiados mediante la microscopía de luz [De LA
PEÑA y LABORDA (1977)] se tomaron fragmentos de 1 mm3, que fueron fijados
en aldehido glutárico al 5 por 100 con lampón MILLONIG (1961) y postfija-
ción en tetróxido de osmio al 1 por 100. Tras deshidratación en disoluciones ere-
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cientes de acetona, se incluyen en araldita (durcupán), previo paso por óxido
de propileno.
Los cortes ultrafinos fueron teñidos con citrato de plomo según REYNOLDS
(1963) y observados en un microscopio electrónico Philips modelo 300.
RESULTADOS
Hepatocitos de animales sometidos a 50 p.p.m. de p,p'-DDT presentan fre-
cuente binucleación, cuya membrana posee numerosos poros y cromatina fina
asociada, así como presenta invaginaciones citoplasmáticas intranucjeares que
muestran en su interior componentes citoplásrnicos tales como vesículas de lípidos
FIG, 1.—Núcleo de un hepatocito, en donde se observan tres claros nucléolos
y cromatina asociada a ellos, y una invaginación citoplasmática intranuclear,
en cuyo interior aparece una vacuola y vesículas lipídicas (X 5.405).
y vacuolas de grasa (fig. 1). Los nucléolos son numerosos y muestran claramente
sus dos componentes, así como gran cantidad de cromatina asociada a ellos. La
cisterna de la membrana se observa con un tamaño normal.
A nivel del citoplasma se observa un ligero incremento del número de va-
cuolas lipídicas, siendo éstas más abundantes al final del tratamiento, donde son
frecuentes hepatocitos que llegan a estar totalmente ocupados por las citadas
vacuolas; asimismo en su interior se observan figuras de mielina que ocupan
frecuentemente una disposición periférica. El glucógeno se ve incrementado en
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forma de agregados dispersos por el citoplasma, entre el retículo endoplásmico
y las vacuolas de grasa. El retículo endoplásmico rugoso es abundante y en dis-
posición paralela, alojándose en su proximidad numerosas mitocondrias; por el
contrario, el retículo endoplásmico liso es muy escaso. Al final del tratamiento,
aparecen algunas mitocondrias atípicas con crestas irregulares o escasas. En
los conductillos biliares son frecuentes las figuras de mielina, de igual tamaño
a las que aparecen en las vacuolas lipídicas (fig. 2).
En los animales sometidos a 100 p.p.m., los hepatocitos muestran un incre-
mento de tamaño de ambos núcleos con grandes irregularidades en la membrana
y presentando unas cisternas dilatadas y cromatina densa, asociada a dicha mem-
FIG. 2.—Detalle de dos vacuolas lipídicas de un hepatocíto, en el interior de
las cuales aparecen figuras de mielina y, junto a éstas, numerosos agregados
de glucógeno. Tercer mes (X 3.516).
brana. Muestran, asimismo, grandes invaginaciones intranucjeares, que llegan in-
cluso a separar al núcleo en varias porciones. El número de nucléolos es de
tres o cuatro y poseen cromatina densa asociada a ellos, siendo muy neta la
diferenciación de los componentes nucleolares.
A nivel del citoplasma predomina, en un principio, el retículo endoplásmico
rugoso en disposición paralela y con numerosas mitocondrias próximas a él; al
aumentar el tiempo de exposición se observa un incremento del retículo endo-
plásmico liso, que llega a ocupar casi la totalidad del citoplasma (fig. 3), obser-
vándose, junto a esta proliferación, escasas imágenes de retículo endoplásmico
rugoso.
Las vacuolas lipídicas sufren un aumento desde los primeros meses y llegan
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a ocupar, en algunos hepatocitos, la totalidad del citoplasma, quedando el retículo
en su entorno y siendo frecuentes las figuras de mielina en el interior de las
vacuolas lipídicas de gran tamaño; no obstante, en los hepatocitos con prolife-
ración del retículo endoplásmico, la cantidad de vacuolas lipídicas se ve sensi-
blemente disminuida, ocurriendo este fenómeno con el contenido de glucógeno
con posterioridad a un incremento inicial; la proliferación del retículo liso lleva,
por tanto, una disminución sensible del glucógeno en el citoplasma celular.
Vemos, por tanto, que a nivel citoplasmático la proliferación del retículo endo-
plásmico liso y disminución paralela de vacuolas y glucógeno es la característica
más destacable en esta dosis.
FIG. 3.—Zona de unión entre dos hepatocitos mediante un gran desmosoma.
Hepatocito con gran proliferación del retículo endoplásmico liso y núcleo con
tres nucléolos con cromatina asociada. Obsérvese la ausencia de vacuolas lipí-
dicas. Séptimo mes (X 7.269).
El grupo de animales sometidos a 200 p.p.m. muestra un marcado aumento
del tamaño nuclear con grandes irregularidades de las membranas; persiste, asi-
mismo, aumentada, la binucleación, estando muy dilatadas las cisternas de la
membrana nuclear, así como aparece ésta con numerosas irregularidades. La
cromatina, frecuentemente condensada sobre la citada membrana y adosada a los
numerosos nucléolos en forma muy densa.
El citoplasma se ve desde el principio ocupado por vacuolas lipídicas que
llegan a desplazar al núcleo a la periferia celular, siendo patente la degenera-
ción grasa, persistiendo retículo endoplásmico en disposición paralela; asimis-
mo, hay un aumento de los agregados de glucógeno (fig. 4); con el tiempo co-
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mienza a presentarse un incremento del retículo endoplásmico liso, que lleva
paralelamente a una disminución de las vacuolas lipídicas y del glucógeno, como
ya describíamos en la dosis anterior. El retículo rugoso, que en un principio se
observaba junto a porciones de liso, llega, al final del tratamiento, a no ser vi-
sualizado por la gran proliferación del mencionado retículo liso. Al igual que en
las dosis anteriores, en el interior de las vacuolas lipídicas y en los conductos
biliares son numerosas las figuras de mielina que siguen ocupando una posición
periférica de las vacuolas lipídicas; no muy frecuentemente, se observan hepato-
citos en estado necrótico, con los núcleos totalmente condensados y el citoplas-
ma retraído.
"U
FIG. 4.—Detalle del citoplasma de un hepatocito, donde se observan vacuolas
de grasa y numerosas cisternas de retículo endoplásmico rugoso en disposición
paralela. Aparecen cisternas donde la porción final no tiene ribosomas. Cuarto
mes (X 27.300).
DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES
El aumento nuclear observado en los hepatocitos de animales tratados con-
firma los resultados obtenidos por ORTEGA (1966 y 1969) en ratas tratadas con
DDT y por TOMATIS en ratones (comunicación personal), y análogos resultados
con los obtenidos por DAVID (1975), quien describe una hipertrofia del núcleo
y una disminución del tamaño nucleolar, en nuestra experiencia observamos por
el contrario un aumento del número de nucléolos con las dosis más elevadas.
Las irregularidades que en la membrana nuclear observamos no son descritas
con anterioridad en ninguno de los trabajos consultados, al igual que no descri-
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ben la dilatación de la cisterna de la membrana y del aumento de la cromatina
asociada a ésta.
A nivel del citoplasma, el incremento del retículo endoplásmico liso fue men-
cionado también por ORTEGA (1966 y 1969), KIMBROUGH y colabs. (1971), SVEND-
SEN (1973), DAVID (1973) y WEIS (1974), siendo este cambio morfológico debidc
a un aumento de la actividad metabólica [FOUTS (1972)], alteración ésta que se
observa, en general, en todas las experiencias de daño hepatocelular con cualquier
producto químico; así, se describe una proliferación del retículo liso con mirex por
GAINES y colabs. (1970), con dieldrín, HUTTERER y colabs. (1969) y KIMBROUGH
y colabs. (1971), y en general con cualquier producto tóxico, según MCL.EAN
(1974).
El aumento del retículo endoplásmico liso viene justificado por el incremento
en la actividad de las enzimas metabolizadoras de productos tóxicos, descritas por
diferentes autores [BUNYAN (1972), CHHABRA y FOUTS (1973)], quienes describen
la estimulación de tales enzimas por el DDE y DDT, respectivamente; una masiva
proliferación del retículo endoplásmico liso producido por el DDT fue descrita
por FOUTS (1972), y en este sentido el papel del retículo endoplásmico liso en la
metabolización de drogas fue ya puesto de manifiesto por REMMER y colabs. (1965)
y sugerido por BRUÑÍ y PORTER (1965).
En síntesis, la gran proliferación del retículo endoplásmico liso es una modifi-
cación morfológica que corresponde a una actividad funcional, lo que fue puesto
de manifiesto mediante el estudio morfométrico y bioquímico de los componentes
celulares en hepatocitos de ratas tratadas con fenobarbital [STAUBH y colabora-
dores (1969)].
En relación a las vacuolas lipídicas y las figuras de mielina, fueron de igual
modo descritas por ORTEGA (1962, 1966 y 1969) en los hepatocitos de rata.
Figuras de mielina de gran tamaño que engloban a los acúmulos lipidíeos no
semejantes a los observados por nosotros en el interior de las vacuolas lipídicas
y que fueron observadas por GAINES y colabs. (1970) en el hígado de ratas trata-
das con otro organoclorado, el mirex.
No obstante, en ninguno de los trabajos consultados se hace mención a una
disminución de las vacuolas lipídicas y del glucógeno en aquellos hepatocitos que
presentan una proliferación importante del retículo endoplásmico liso; tan sólo
ORTEGA (1969) menciona una ligera disminución del glucógeno coincidiendo con
la proliferación del liso, pero no habla de las vacuolas lipídicas.
Un incremento de los lípidos hepáticos es inducido por el incremento en las
dietas con DDT en ratas Holtzman, según YOUNG y colabs. (1974), siendo esta
modificación no específica, ya que ha sido observado un incremento de las va-
cuolas lipídicas en hepatocitos sometidos a productos tales como tioacetamida
[ASWORTH y colabs. (1965)] con DENA [ALONSO (1970)] y tetracloruro de car-
bono [BRÁÑEZ y colabs. (1971)], por un desequilibrio en los mecanismos oxida-
tivos que hace que la grasa globular no pase a micelar, produciéndose, por tanto,
una esteatosis, como ya indicamos en el trabajo anterior.
Las figuras de hepatocitos con núcleos muy condensados, en donde no hay
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diferenciación de estructuras y citoplasma retraído con un síntoma claro de dege-
neración celular, se corresponden plenamen te con los observados medi ante la mi-
croscopía óptica.
Vemos, por tanto , el valor de los cambios ultraestructurales como valoración
del daño celular, siendo en este tema esperanzadores los trabajos emprendidos
por la doctora W A L TO N, quien intenta estanda rizar las modificaciones ultraestruc-
turales en forma num érica, computa ndo num éric amente el valor del daño y trans-
formando las observaciones subjetivas en observaciones cuantitativas al establecer
una serie de parámetros cuantizables de fácil identificación [WALTON (1975) ,
W ALTON y colabs. (1975) y KI NNS y colabs. (1976)].
Resaltamos, por ello, la import ancia del estudio de la acción secundaria de un
produc to organoclora do sobre el hígado de animales de laborato rio , y máxime
cuando este producto , el DDT , se encuentra presente en los seres vivos de los
cinco continentes yen particular en el hombre [WASS ERM ANN y colabs. (1975)]. •
Recomend amos, por ello, la necesidad de estudios previos (experiencias de corta
y larga duración) para evaluar el posible pod er cancerígeno de un determinado
producto químico [DE LA P E - A Y colabs. (1978)] para evitar en lo posible la
utilización masiva de un determin ado produ cto sin conoce r previament e qu e su
uso no entraña un riesgo.
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R ESUMEN
Se muest ran los cambios ult raestructurales de las cé lu las hep át ica s de ratones NMR I
tratado s con d iferentes dosis de p ,p '-DDT añad idas en la comida di aria. Est os ca mbios
son a niv el del citop las ma, aumento de vacuolas lipíd icas y proliferación del re tícu lo en -
doplásmico liso ; y en el núcl eo, grandes invaginaciones ci to p lásmicas intra nuclea res ,
d ila tación de la cisterna per inuclear , a umen to del nú me ro de nucléol os y de la croma tina
asociada a ellos y a la membran a nuclear.
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